PCT ORGANISATION MOWL^^M O^OFRIETE INTELLECTUELLE S^gfe^ 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBUEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATffiRE DE BREVETS (PCT) 



C12Q 1768, C07H 21/04 



(11) Numero de publication bternationale: WO 94/19490 

(43) Date de publication Internationale: ler septembre 1994 

(01.09.94) 



24 fevrier 1994 (24.02.94) 



(71) Deposant (pour tous Us Bats d&signis sauf US): BIO 
MERIEUX [FR/FR]; F-69280 Marcy-rEtoile (FR). 



(72)— 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement): MABILAT, Claude 
[FR/FR]; 1, couts Emile-Zola, F-69100 ViUeurbanne (FR). 
CHRISTEN, Richard (FR/FR]; 213, boulevard du Mont- 
boron, F-06000 Nice (FR). 

(74) Mandatalre: TONNELLJER, Jean-Claude; Nony & Associes, 
29, me Cambaceres, F-75008 Paris (FR). 



(81) Etats designfa: CA, US, brevet europeen (AT, BE, CH, DE, 
DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE). 



Avec rapport de recherche inlemationale. 

Avant I'expiration du dilai prevu pour la modification des 

revendications, sera republUe si de telles modifications sont 



(54) Title: METHOD OF DESTABUJZATION OF THE SECONDARY INTRASTRAND STRUCTURE OF A SIMPLE STRAND 
POLYNUCLEOTIDE, AND CAPTURE OF SAID NUCLEOTIDE 

(54) Titre: PROCEDE DE DESTABILISATION DUNE STRUCTURE SECOND AIRE INTRACATENAIRE D'UN POLYNU- 
CLEOTIDE SIMPLE BRIN, ET DE CAPTURE DUDIT NUCLEOTIDE 

(57) Abstract 

Method of destabilization of the secondary intrastrand structure of a simple strand polynucleotide, and capture of said polynucleotide. 
The method is characterized in that a device comprising an oligonucleotide attached to a support is placed in contact with a liquid phase 
containing said polynucleotide, at a temperature of below 50 "C, said oligonucleotide acting as a capture probe and containing a destabilizing 
sequence capable of hydridizing with a non self-complementary sequence involved in the polynucleotide's secondary structure. The invention 
also concerns a device for carrying out said method. 

(57) Abrege 

Procedfi de destabilisation d'une structure secondare intracatenaire d' un polynucleotide simple brin, et de capture dudit polynucleotide, 
caracterise par le fait que l'on met en contact un dispositif comprenant un oligonucleotide fixe sur un support avec une phase hquide 
contenant ledit polynucleotide, a une temperature inferieure a 50 °C ledit oligonucleotide jouant le role de sonde de capture et contenant 
une sequence dite destabilisante capable de s'hybrider avec une sequence non auto-complementaire participant a ladite structure secondaue 
dudit polynucleotide; et dispositif pour la mise en ceuvrc de ce frtocede. 
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Proc&te de destabilisation d'une structure secondaire intracatenaire 
d'un polynucleotide simple brin. et de capture dudit nucleotide. 

L'invention a pour objet un proc&ie" de (^stabilisation d'une structure 
secondaire intracatenaire presente dans un polynucleotide simple brin, ce proced6 
5 etent utilisable dans une technique d'hybridation en phase solide lorsqu'un locus 
d'interet de 1'acide nucl&que est prdsent au niveau d'une structure secondaire. 

L'invention concerne egalement un dispositif destine a la mise en 
oeuvre de ce precede". L'un des avantages de ce precede" est qu'il est facilement 
automatisable. 

1 0 L'hybridation des acides nucl&ques par formation de liaisons 

hydrogene entre deux sequences complementaires selon les lois d'appariement A-T, 
G-C pour l'ADN, et A-U, G-C pour l'ARN, est un phenomene bien connu. 

Sur la base des proprietes d'hybridation des acides nucl&ques, des 
tests ont 6t6 developp6s permettant de metore en evidence et de quantifier, dans un 

1 5 echantillon a analyser, un acide nucl&que. Dans cette technologie dite "par sondes 
nucleiques", la presence d'un acide nucl6ique dans un echantillon est confirmee en 
utilisant un oligonucleotide de sequence connue fla sonde) qui est complementaire 
d'une sequence nucleotidique de 1'acide nucl&que recherche (la cible). 

Une technique d'hybridation particulierement intdressante est la 

2 0 technique dite d'hybridation sandwich qui utilise une premiere sonde fixee en exces 

sur un support solide, permettant de capturer 1'acide nucleique recherche\ et une 
seconde sonde, marquee, appelee sonde de detection, qui permet de rev61er la 
presence de 1'acide nucleique ainsi capture. Cette technique, decrite notamment par 
Dunn et Hassel, Cell 12:23-36 (1977), comporte done 1'utilisation de deux sondes, 
25 une sonde de capture, fixee sur un support solide, capable de s'hybrider avec une 
partie (ou zone de capture) d'un acide nucleique k detecter dans un echantillon, et 
une sonde de detection marquee, qui est complementaire d'une autte zone de la cible, 
et qui permet la detection grace a un marqueur qui peut etre radioactif, enzymatique 
ou chimique. 

30 La formation ou l'absence de formation d'un hybride entre la sonde de 

detection et 1'acide nucleique cible est une source de renseignements importante pour 
le diagnostic. Par exemple, si la sequence nucleique d'interet est specifique d'un 
genre ou d'une espece de bacteiies, la presence du genre ou de l'espece dans un 
echantillon est confirmee quand la formation d'un hybride est detectee. 

3 5 Les essais fondes sur les techniques d'hybridation peuvent done etre 

utilises dans le diagnostic de maladies associees a la presence de microorganismes 
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pathogenes tels que bacteries, champignons ou virus. lis trouvent egalement une 
utilisation dans l'industrie agro-alimentaire, notamment pour controler l'absence de 
contamination bactenenne. 

Par ailleurs, la technique d'hybridation peut etre utilisee dans le 
5 diagnostic des maladies gen6tiques. 

Dans le cas de la detection d'organismes, en particulier d'organismes 
infectieux, dans un echantillon, l'acide nucl&que-cible (ADN ou ARN) doit bien 
entendu comprendre au moins une sequence nucleique suffisamment specifique de 
l'espece, du genre ou de la famille de l'organisme a d6tecter et la sonde, 
1 0 complementaire de ladite sequence nucleique, doit eventuellement pouvoir 

reconnaitre sa cible meme au sein d'un milieu contenant des milliers d'autres acides 
nucl&ques qui, dans certains cas, ne differeront de la cible que par une paire de 
bases. Ainsi, si la sequence nucldique recherchee est pr6sente dans l'echantillon 
examine, elle formera avec la sonde, un hybride ADN/ADN, ADN/ARN ou 
15 ARN/ARN, selon le cas. 

La cible peut etre une molecule d'ADN simple brin (obtenue par 
exemple par denaturation thermique prealable d'un ADN double brin ou par 
transcription inverse d'un ARN) comprenant une sequence nucleique speciflque de 
l'organisme a detecter. 

20 La cible peut etre egalement un ARN (ARN ribosomique, ARN de 

transfert, ou ARN messager). 

Dans le cas de la detection de virus, la cible peut 6galement etre une 
molecule d'ADN ou d'ARN. Dans le cas des organismes procaryotes ou eucaryotes, 
on prgfere souvent utiliser comme cible l'ARN ribosomique (ARNr) qui, avec les 

25 prot&nes ribosomiques, constitue le ribosome. Celui-ci assure une fonction 

essentielle de la cellule, a savoir la traduction de l'ARN messager en proteines. 
L'ARN ribosomique, qui est retrouve dans toutes les cellules, est un marqueur 
universel des etres vivants qui possede des variations discriminantes au niveau de 
chaque espece. II a 6t6 l'objet de nombreuses recherches dont une compilation 

30 recente peut etre trouvee dans "The Ribosome : Structure, Function and Evolution", 
American Society for Microbiology, Washington D.C. (1990). 

La petite sous-unite" du ribosome (16-18 S) et la grande sous-unite 
(23-28 S) sont des molecules de choix pour £tudier les relations phylogdnenques 
entre les differents organismes vivants, et pour proc&ier a leur identification. 

35 Notamment Takahashi et al., Biochim. Biophys. Acta 134.124-133 (1967) ont 

montre" la valeur taxonomique des sous-unites de l'ARN ribosomique en procedant a 
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des experiences d'hybridarion d'ARNr de reference avec des ADN d'especes proches. 
Ces experiences font ressortir un pourcentage d'homologie quantifiable, 
reproductible et reprdsentatif de l'eloignement taxonomique par rapport a l'espece de 
reference. De meme, Fox et al., International Journal of Systematic Bacteriology, 
5 27:44-57 (1977), ont montre" l'interet des ARNr 16 S pour la taxonomie des 
procaryotes. 

La valeur taxonomique des sequences nucleotidiques des sous-unites 
de l'ARNr a et6 soulignee notamment par : Pace et Campbell, J. of Bacteriology 107 
: 543-547 (1971), qui discutent des ARN ribosomiques de diverses especes 

1 0 bacteriennes et d'une m6thode d'hybridarion pour quantifier des niveaux d'homologie 
entre ces especes ; et Woese et coll., Microbiological Reviews 47 : 621-669 (1983), 
ainsi que Grayet et coll., Nucleic Acids Research 12 : 5837-5852 (1984), qui 
montrent par des comparaisons de sequences d'ARN 16S que des regions hautement 
conservees sont intercalees avec des regions de moyenne et basse homologie, meme 

1 5 dans le cas d'especes proches. 

En fait, les ARN ribosomiques sont presents dans tous les organismes 
vivants, de la bacterie a 1'homme. lis presentent une sequence nucleotidique 
particuliere faite d'une succession de domaines caracterisgs par une vitesse 
devolution variable. Dans ce dernier cas, certains domaines sont conserves chez tous 

2 0 les organismes, ou dans des groupes d'organismes, et sont done utilisables comme 

sites de complementarite" pour l'hybridation a des amorces oligonucleotidiques 
universelles de sequencage ou d'amplification. Lorsqu'au contraire, la vitesse 
devolution d'un certain domaine est elevee, celui-ci peut etre utilise" pourelaborer 
des sondes spdeifiques, selon les cas, de l'espece, du genre, de la famille ou du regne. 
25 Les ARNr constituent une molecule tres abondante dans toutes les cellules, 
repr&entant plus de 90 % des ARN totaux. Leur organisation en famille 
multigenique a pour resultat que leur sequence est representative d'une espece, ou 
eventuellement d'une population, plutot que d'un individu. 

L'utilisation d'ARN ribosomique, en tant que cible, pour des reactions 

3 0 d'hybridarion, peut etre effectuee sur culture, par exemple sur culture bacterienne, ou 

sur un echantillon clinique, apres transcription inverse suivie Eventuellement d'une 
amplification enzymatique in vitro , en utilisant les mdthodes connues, la PCR 
(Polymerase Chain Reaction) : Saiki et al., Science, 230:1350-1355 (1985), la TAS 
(Transcription Amplification System) : Kwoh etal., P.N.A.S. USA, 86:1173-1177 
35 (1989), la 3SR (Self Sustained Sequence Replication) : Guatelli et al., P.N.A.S. USA, 
87:1874-1878 (1990) ou toute autre m6thode d'amplification appropriee. 
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On peut egalement utiliser directement comme cible l'ADN dont 
l'ARN ribosomique est le produit de transcription. 

Le developpement de tests visant a mettre en Evidence la presence 
d'ARNrdans un echantillon se heurte toutefois a certaines difficultes, lides 
5 notamment a la conformation des molecules dans l'echantillon. En effet, la molecule 
d'ARNr, bien que monocatenaire, pr&ente des structures dites secondaires. Elle 
contient en effet des sequences auto-complementaires qui, dans des conditions 
physico-chimiques determinees, sont capables de s'apparier localement, par 
hybridation intramoleculaire, en se repliant sur elles-memes et en formant ainsi des 

1 0 structures dites "en epingle a cheveux" ou en "tiges-boucles" (les "boucles" 

correspondant a des parties de sequences non auto-complementaires situees entre 
deux sequences impliquees chacune dans une hybridation intramoleculaire) ; voir par 
exemple la Figure 1. L'existence de structures de type "tige-boucle" a ete prouvee 
experimentalement ; voir par exemple Noller et al., in the Ribosome : Structure, 

1 5 Function and Evolution, op.cit. Le r^sultat est une structure secondaire organisee 

comparable a celle de la figure 1 qui repnSsente la structure secondaire de l'ARNr 16 
S d'E. Coli (Gutell et al., Comparative Anatomy of the 16 S-like ribosomal RNA, 
Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol., 32:155-216 (1985)). Des structures secondaires 
analogues sont bien entendu presentes dans la forme simple brin de l'ADN dont 

2 0 l'ARNr est le produit de transcription. 

Les structures secondaires presentes dans les acides nucleiques sont a 
l'origine de difficultes d'hybridation des sondes oligonucleotidiques, car elles sont 
difficilement accessibles auxdites sondes ; voir notamment Shimomaye et Salvato, 
Gene Anal. Techn.. 6 : 25-28 (1989). Pour cette raison, la demande de brevet PCT 

2 5 WO 9 1/00926 decrit un precede" dans lequel on choisit une region-cible de l'ARNr 

qui contienne le moins possible de structures secondaires. Mais un tel choix souleve 
des difficultes car les regions d'interet diagnostic, ayant vari6 dans le processus 
devolution, sont le plus souvent situees a l'interieur desdites structures secondaires. 
On peut envisager d'eliminer les structures secondaires par denaturation thermique 
30 ou a l'aide d'agents alcalins comme 1'hydroxyde de sodium. Toutefois, il a 6t6 montre" 
qu'une partie des structures secondaires el/ou tertiaires n'6tait pas denatured dans les 
conditions de denaturation utilisees habituellement ; voir notamment EP-03 18245, 
dont les auteurs ont montrtf en outre que les structures secondaires rSsiduelles 
peuvent inhiber, voire bloquer la formation d'un hybride entre une sonde et une 

3 5 sequence nucl&que cible int^gr6e dans une structure secondaire. En outre, la 

denaturation thermique n'est pas propice a la realisation de l'hybridation dans un 
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appareil automatique, car elle necessite d'op^rer a des temperatures varices. Enfin, 
l'utilisation d'hydroxyde de sodium pose des problemes de corrosion et de precision 
des doses introduites. 

L'invention a pour objet un dispositif permettant la ddstabilisation des 
5 structures secondaires intracatdnaires d'un polynucleotide simple brin, et permettant 
simultanement la capture dudit polynucleotide, ce qui facilite en outre des operations 
ulterieures telles que la detection par hybridation, l'amplification ou le sequengage. 

En outre, le dispositif de l'invention peut etre utilise sans denaturation 
prdalable du polynucleotide cible simple brin. Le dispositif peut done etre utilise 
1 0 dans un appareil automatique, fonctionnant a temperature fixe, par exemple a 37*C. 

L'invention a done pour objet un dispositif pour la destabilisation 
d'une structure secondaire intracatenaire presente dans un polynucleotide simple 
brin, caracterise par le fait qu'il contient un oligonucleotide fixe sur un support, Iedit 
oligonucleotide contenant une sequence dite destabilisante capable de s'hybrider 
15 avec une sequence non auto-compiementaire participant a ladite structure secondaire 
dudit polynucleotide, et par le fait qu'il est utilisable comme sonde de capture pour 
ledit polynucleotide. 

Autrement dit, l'oligonucieotide fixe sur un support joue a la fois le 
role de destabilisant et le role de sonde de capture. Comme cela a ete indique ci- 
2 0 dessus, on appelle sonde de capture un oligonucleotide fixe sur un support, et 
permettant 1'isolement de la cible. 

L'oligonucieotide peut etre un fragment d'ADN ou d'ARN naturel, ou 
un oligonucleotide naturel ou de synthese, ou un fragment d'ADN ou d'ARN de 
synthese soit non modifie, soit comprenant une ou plusieurs bases modifiees telles 
2 5 que 1'inosine, la methyl-5-desoxycytidine, la desoxyuridine, la dimethylamino-5- 

desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-5-desoxyuridine ou toute autre autre 
base modifee permettant l'hybridation. Des modifications chimiques appropriees 
peuvent permettre par exemple d'ameiiorer la resistance vis-a-vis d'une degration 
enzymatique, en particulier due aux nucleases, et d'accroitre en outre le rendement 
30 d'hybridation, bien entendu sans affecter l'enchainemem des bases. Des exemples en 
sont rintroduction entre au moins deux nucleotides d'un groupement choisi parmi les 
esters de diphosphate, d'alkyl- et aryl-phosphonate et de phosphorothioate, ou le 
remplacement d'au moins un desoxyribose par un polyamide ; voir a ce sujet P.E. 
Nielsen et al. Science, 254, 1497-1500 (1991). 
35 Le support peut etre un support macromoleculaire, et en particulier un 

support solide. Les supports utilisables sont connus en soi. II peut s'agir par exemple 
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de la paroi d'un tube a essais, d'une plaque de polystyrene ou de nylon, d'un cone (par 
exemple en copolymere butadiene-styrene), de billes ou de microspheres de latex, 
etc. L'oligonucleotide destabilisant doit etre capable d'entrer en concurrence avec la 
sequence complementaire de la sequence qu'il reconnait dans la structure secondaire 
5 de la cible. Pour cette raison, la sequence reconnue par l'oligonucleotide ne doit pas 
consister uniquement en une partie elle-meme auto-complementaire de la cible, car 
la sonde oligonucleotidique comporterait alors elle aussi une sequence auto- 
compldmentaire et se replierait sur elle-meme, de sorte qu'elle ne pourrait pas jouer 
son role de sonde destabilisante sans ddnaturation prealable. 

10 II convient de noter qu'il n'etait pas evident qu'une sonde fixee sur un 

support, et done soumise a des contraintes steriques, puisse etre utilisee comme 
moyen de ddstabilisation d'une structure secondaire intracatenaire dont l'accessibilite' 
est bien entendu fortement reduite, comme un simple examen de la figure 1 permet 
de le comprendre, et cela d'autant plus qu'en rgalitd, les polynucleotides tels que les 

15 ARNr ont une structure tertiaire qui, en general, complique encore davantage les 
problemes d'accessibilite" des sondes oligonucleotidiques fixees. Ce resultat est 
d'autant plus remarquable qu'en fait, comme cela est montre" dans la partie 
experimentale, il n'est meme pas necessaire d'effectuer une ddnaturation prealable du 
polynucleotide-cible pour que le dispositif de l'invention fonctionne de maniere 

20 satisfaisante. 

Dans la demande de brevet EP-03 18245, on a decrit des essais 
d'hybridation en phase liquide dans lesquels on utilise un ou plusieurs 
oligonucleotides auxiliaires dont la capacite d'hybridation avec une sequence 
impliquee dans une structure secondaire de la cible permet de favoriser rhybridation 

2 5 d'une autre sonde specifique reconnaissant une autre sequence 6galement presente 
dans ladite structure secondaire. II est indique" dans cette demande de brevet 
europeen que le fait de travailler en milieu heterogene, e'est-a'-dire avec fixation d'un 
reactif sur une phase solide, ne favorise pas 1'hybridation, pour des raisons qui 
tiennent a l'encombrement et a l'orientation des molecules. C'est manifestement pour 

30 cette raison que les auteurs de la demande de brevet europeen citee ont opte pour la 
realisation d'essais en phase liquide. II existait done, chez les specialistes, un prejuge 
contre la possibilite d'utiliser un oligonucleotide fixe" sur un support solide et, malgre - 
cela, capable de ddstabiliser une structure secondaire, sans I'aide d'un oligonucleotide 
auxiliaire. 

35 Pour fixer l'oligonucleotide sur le support, on peut utiliser toutes les 

methodes connues telles que par exemple la fixation par etoblissement d'une liaison 
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covalente, soit directement, soit par l'intermediaire d'un ligand lui-meme fixe au 
support par au moins une liaison covalente ou par adsorption. On peut titer a ce 
propos les documents WO 88/01302 ainsi que FR-9109057 (2.679255). 

La sequence destabilisante de l'oligonucledtide utilis6 dans le 
5 dispositif de l'invention doit avoir une longueur suffisante (c'est-a-dire un nombre de 
motifs nucleotidiques suffisant) pour provoquer la (^stabilisation de la structure 
secondaire de la cible a une temperature predeterminee. 

II est connu que la stability d'un duplex nucleique augmente avec le 
nombre de bases appariees, ce qui se traduit par le fait que la temperature Tm 
1 0 (temperature de dissociation de 50 % des duplex) augmente, pour un oligonucleotide 
donn6, lorsqu'on le soumet a une elongation par augmentation du nombre de motifs 
nucleotidiques. 

La sequence oligonucleotidique destabilisante devra done avoir une 
longueur suffisante pour pouvoir a la fois rompre le duplex forme par les sequences 

1 5 capables d'hybridation intracatenaire, par deplacement d'un des brins, et inhiber 

efficacement la reformation de la structure secondaire par hybridation intracatenaire, 
a la temperature a laquelle on opere. On a decouvert de facon surprenante que malgre' 
les contraintes previsibles nees de l'utilisation d'un oligonucleotide destabilisant fixe 1 
sur un support, il est possible d'obtenir une destabilisation satisfaisante de la structure 

2 0 secondaire a des temperatures inferieures a 50*C, et cela sans denaturation prealable 
du polynucleotide-cible, tout en utilisant des oligonucleotides relativement courts, 
ayant par exemple de 20 a 40 nucleotides. En pratique, on peut operer generalement 
entre 0 et 45"C environ, et en particulier a 37°C, ce qui represente un avantage 
evident. 

2 5 L'invention a done egalement pour objet un procede de destabilisation 

d'une structure secondaire intracatenaire d'un polynucleotide simple-brin et de 
capture dudit polynucleotide, caracterise par le fait que Ton met en contact un 
dispositif tel que defini ci-dessus avec une phase liquide contenant, ou susceptible de 
contenir, ledit polynucleotide, a une temperature inferieure a 50'C. La phase liquide 

3 0 est par exemple un echantillon biologique ou un isolat de culture dans lequel on 

souhaite rechercher, pour la doser ou la caracteriser, une sequence polynucleotidique 
d'interet, comme cela a 6t6 rappeie dans la partie introductive ci-dessus. Par exemple, 
si Ton ajoute a la phase liquide un second oligonucleotide capable de s'hybrider avec 
une sequence autre que la sequence reconnue par la sequence destabilisante, ce 
35 second oligonucleotide pourra etre utilise, en quantite suffisante, soit comme sonde 
de detection (le second oligonucleotide est alors un oligonucleotide marque), soit 
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comme amorce pour ramplification ou le sequencage de la cible par elongation du 
second oligonucleotide. 

Bien entendu, le second oligonucleotide devra avoir une longueur 
appropriee, et en particulier suffisamment courte pour assurer une specificity a la 
5 tempgranire a laquelle on opere. Le second oligonucleotide a g6n6ralement une 
longueur inferieure a 25 nucleotides, en particulier de 8 a 20 nucleotides. 

La sequence reconnue par le second oligonucleotide, lorsqu'il est 
present, est gendralement situee dans la partie destabilisee de la structure secondaire. 

Pour effectuer l'elongation du second oligonucleotide, il convient 
1 0 d'ajouter a la phase liquide en quantity suffisante les nucleotides el6mentaires et une 
polymerase telle qu'une ADN polymerase ou, lorsque la cible est un ARN ou une 
transcriptase inverse (ADN polymerase ARN dependante). 

Par utilisation de nucleotides contenant en outre des nucleotides 
modifies, par exemple des nucleotides terminateurs de chaine ou des nucleotides 
1 5 marques, il est possible de synthesiser et caractdriser des produits d'elongation du 

second oligonucleotide. L'une des applications peut etre le sequencage, effectu6 par 
la mdthode de Sanger ou selon toute autre methode appropriee. 

On peut mettre egalement a profit la d^stabilisation de la structure 
secondaire pour synthetiser une sequence complementaire de la cible par elongation 
20 de la sonde de capture, par addition a la phase liquide des nucleotides elementaires et 
d'une polymdrase et, dans ce cas, la sonde de capture sera bien entendu fixee par son 
extremity 5'. Ici encore, il est possible de proceder a un sequencage par utilisation de 
nucleotides melanges a des nucleotides modifies. 

On sait par ailleurs qu'il existe des polymerases capables de deplacer 
25 les brins dun duplex pour copier 1'un des deux brins : c'est le cas par exemple de la 
E. Coli DNA polymerase I ; voir notamment J. Sambrook et al. Molecular Cloning, 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), chap.5 page 34. 

Lorsque 1'oligonucleotide de capture est fixe au support par son 
extremity 3', et que le second oligonuciyotide est capable de s'hybrider avec une 
3 0 sequence de la cible situee en aval par rapport a la sequence reconnue par la sonde de 
capture (c'est-a-dire avec une sequence situee entre rextremity 3' de la cible et la 
syquence reconnue par 1'oligonucleotide de capture), il est possible de procyder a une 
yiongation du second oligonuciyotide de facon a synthetiser une sequence 
complementaire de la region de la cible situee entre le second oligonucleotide et la 
3 5 sonde de capture, et dans le cas ou Ton utilise une polymerase capable de dyplacer 
les brins dun duplex, l'elongation du second oligonuciyotide peut se poursuivre 
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jusqu'au-dela de la sequence reconnue par la sonde de capture, et le produit 
d'eiongation du second oligonucleotide se trouvera relargue en solution. 

Lorsque l'oligonucieotide de capture est fixe au support par son 
extremite" 5', l'addition d'une polymerase dans des conditions permettant l'eiongation 
5 conduit alors a une elongation de l'oligonucieotide de capture. Lorsqu'un second 

oligonucleotide, capable de s'hybrider avec une sequence de la cible situe - en aval par 
rapport a la sequence reconnue par l'oligonucieotide de capture, est egalement 
present, l'addition d'une polymerase dans des conditions permettant l'eiongation 
conduit a l'eiongation des deux oligonucleotides, et dans le cas ou Ton utilise une 

1 0 polymerase capable de deplacer les brins d'un duplex, la progression de l'eiongation 
du second oligonucleotide provoquera la ddshybridation de la cible d'avec la sonde 
de capture (et son produit d'eiongation). Le produit d'eiongation de la sonde de 
capture sera alors sous forme monobrin et fixe au support solide, tandis que le 
produit d'eiongation du second oligonucleotide sera relargud en solution sous la 

15 forme d'un duplex forme' avec la cible. 

Ainsi, le precede de la pr&ente demande permet de realiser 
facilement, tout en mettant a profit les avantages propres aux precedes en phase 
solide, la detection, eventuellement quantitative, la caracterisation et l'amplification 
de sequences nucieotidiques presentes dans des structures secondares, toutes 

2 0 operations qui, jusqu'a present, soulevaient des difficultes techniques importantes. 

L'invention conceme egalement les dispositifs particuliers et precedes 
decrits ci-apres dans la partie experimentale, et notamment l'utilisation des sondes de 
capture particulates decrites, y compris lorsqu'elles sont utilisees avec les seconds 
oligonucleotides denommes "sondes de detection" dans la partie experimentale, c'est- 
25 a-dire: 

- utilisation des sondes de capture SEQ ID No. 2, 6, 8, 10, ou 12 ; 

- utilisation, respectivement comme sonde de capture et comme 
second oligonucleotide, des couples de sondes suivants : 2 et 1 ; 6 et 5 ; 8 et 7 ; 10 et 
9 ; 12 et 13 ; 12 et, en melange, 14, 15 et 16. 

3 0 Les exemples suivants illustrent l'invention. Dans ces exemples, on 

fait reference aux dessins annexes dans lesquelles: 

- la Fig. 1 represente la structure secondaire de l'ARN ribosomique 16S 
d'E.Coli d'apres Gutell R.R., B.Weiser, C.R. Woese, and H.F. Noller, 1985. 
Comparative anatomy of the 16S-like ribosomal RNA. Prog. Nucleic Acid Res. Mol. 

35 Biol. 32:155-216, et 
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- la Fig.2 reprfsente un detail de la Fig. 1, avec des precisions sur la 
sequence des sondes utilisees a l'exemple 1. 

Exemple 1: 

5 

On decrit ici un precede' fonctionnant en particulier a 37°C sans 
denaturation prealable et permettant d'hybrider en phase solide l'ARNr 16S au 
niveau d'un locus present dans une structure secondaire permettant de disringuer les 
especes Escherichia coli et Shigella des autres especes bacteriennes. 

10 La sequence des sondes utilisees est donnee dans le Tableau 1 ci-apres. 

Dans un premier temps, on a constate" experimentalement que la presence de 
la structure secondaire empeche l'hybridation d'une sonde de detection specifique et 
done l'obtention d'un signal. La cible est la region tige-boucle de l'ARNr en position 
435-500 de la figure 1. La numerotation est celle de Gutell R.R., B. Weiser, C.R. 

15 Woese, and H.F. Noller, 1985. Comparative anatomy of the 16S-like ribosomal 

RNA. Prog. Nucleic Acid. Res. Mol., Biol. 32:155-216. La sonde de detection Gl du 
tableau 1 est complementaire d'une partie de cette structure et est, d'apres les 
connaissances actuelles, specifique de l'entite taxonomique E. coli-Shigella. 
L'hybridation des ARNr d'une bacterie-cible a 616 conduite selon le proc6d6 de 

2 0 detection non-radioacrif et semi-automatise decrit dans le brevet frangais n° 90 

07249 en utilisant une sonde de capture S8L de specificite eubacterienne et une 
sonde de detection Gl conjuguee a la peroxydase. La manipulation a ete conduite 
dans une plaque de microtitration selon le protocole suivant. 

Dans une plaque de microtitration (Nunc 439454) est deposee une solution 
25 de 1 ng/p.1 de l'oligonucleotide de capture dont 1'extremite 5' a reagi avec le reactif 
Aminolink 2 (Applied Biosystems, Foster city , Californie) dans du PBS 3X (0.45 
M NaCl 0. 15 M phosphate de sodium pH 7.0). La plaque est incubee 2 h a 37° C 
puis lavee 3 fois avec 300 ul de PBST (PBS lx, Tween 20:0,5 7" (Merck 822184)). 

L'ARNr cible est extrait de chaque bacterie selon la technique suivante. 1,5 
30 ml de culture bacterienne est centrifuge et le culot repris dans 75 |il de tampon Tris 
(Tris 25 mM, EDTA 10 mM, saccharose 50 mM pH 8) et 25 |xl de solution de 
lysozyme (1 mg/ml en tampon Tris). Apr6s incubation 30 min a 37°C, 50 uJ de 
phenol sont ajoutes et le tube est agit€ fonement pendant 30 secondes. On rajoute 50 
^1 de chloroforme et on agite a nouveau 2 secondes. Apres centrifugation pendant 5 

3 5 min, on recupere la phase aqueuse. 
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La cible constitute par 10 ul d'extrait d'ARN totaux est m61angee avec 40 fxl 
de tampon PBS saumon (PBS-3X + ADN de sperme de saumon 10 pg/ml (Sigma D 
9156)). L'ensemble est ajoute" dans le puits a 50 ul d'une solution du conjugue 
oligonucleotide-peroxydase, constituant la sonde de detection, a la concentration de 
5 0.1 ng/pl en oligonucleotide dans un tampon PBS-cheval (PBS 3X + 10 % serum de 
cheval (BioMerieux 55842)). La plaque est incubee 1 h a 37" C puis lavee par 3 fois 
300 ul de PBST. Dans chaque puits, on rajoute 100 pi de substrat OPD (ortho- 
phenylenediamine Cambridge Medical Biotechnology ref/456) dans un tampon 0,055 
M acide citrique, 0,1 M monohydrogenophosphate de sodium, pH 4,93) a la 

1 0 concentration de 4 mg/ml, auquel on ajoute extemporanement du peroxyde 

d'hydrogene a 30% dilue au 1/1000. Apres 20 min de r6action l'activitd enzymatique 
est bloquee par 100 pi d'acide sulfurique IN et la lecture est effectuee sur Axia 
Microreader (BioMeneux) a 492 nm. 

Les bactenes-cibles etaient notamment les suivantes : 

15 - 50 isolats ou souches E. coli (dont ATCC 25290, 25922, 27165, 10536, 

4157, 1 1775T); 

- Divers autres Escherichia (18 isolats) : E. fergusonii, E. hermanii, E. 
vulneris : 

- 30 Shigella : S. boydii, S. dysenteriae (dont ATCC 29027), S. flexneri, S. 

20 sonnei ; 

- Divers Salmonella (27 isolats ou souches) : S. arizonae (dont ATCC 
13314, 13323, 12325), S. choleraesuis (ATCC 13312), S. gallinarum, S. give, S. 
paratyphi A, S. shofnron, S. sophia, S. typhimurium (dont ATCC 14028 et 1331 1), S. 
spp (ATCC 9712, 1202, 11997, 8388, 6962, 29628) ; 

25 - Diverses enterobactenes : Citrobacter amalonaticus dont ATCC 25405, 

Citrobacter freundii dont ATCC 1 1 102, Enterobacter cloacae dont ATCC 13047, 
Enterobacter sakazaki dont CUETM 79104 et ATCC 29544, Enterobacter taylorae 
(CUETM 452384), Hafhia alvei, Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae dont ATCC 
13886 et divers autres Klebsiella, Kluyvera ascorbata ATCC 33433, Moellerella 

3 0 wisconsensis (dont CDC 182679 et 306575), Morganella morganii, Proteus mirabilis, 
Proteus morganii (dont ATCC 25830), Proteus penneri, Proteus rettgeri, Proteus 
vulgaris (dont ATCC 6380), Providencia rettgeri, Pseudomonas aeruginosa ATCC 
35422, Serratia grimesii ATCC 14460, Serratia marcescens dont ATCC 8195 et 
8100, divers autres Serratia, Yersinia enterolitica dont ATCC 23715, Yersinia 

3 5 intermedia dont ATCC 29909, Yersinia kristensenii dont ATCC 35669, Yersinia 
pseudotuberculosis dont ATCC 23207 et NCTC 8487 ; 
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- Enterococcus faecalis. 
Resultats : 

Les resultats de specificity montrent que ce systeme de detection ne donne 
aucun signal dans les conditions indiquees. La sonde de capture S8L n'est pas en 
5 cause : en effet, si Ton remplace la sonde de detection specifique Gl par la sonde de 
detection eubacte"rienne E220, (capture : S8L) toutes les souches d'E. coli-Shigella, 
ainsi que les autres especes bacteriennes seiectionn6es donnent un r&ultat positif. 
Les resultats negatifs obtenus avec la sonde de detection Gl pour les souches E. coli- 
Shigella indiquent done que celle-ci ne peut pas acceder a sa cible a cause de la 

10 presence, dans les conditions experimentales utilisees, de la structure secondaire 
decrite dans la figure 1. 

Lorsque la sonde de capture eubacterienne S8L est remplacee dans les 
memes conditions par l'oligonucleotide G3 (Tableau 1 et Figure 2) situd dans la tige- 
boucle de coordonnees 435-500, un signal est obtenu avec toutes les souches E. coli 

15 et Shigella. La specificite est alors celle desired: cette combinaison de sondes ne 

presente pas de reactions croisees avec les acides nucleiques, en particulier l'ARNr, 
de toute autre espece bacterienne, y compris les especes proches d' Escherichia, a 
l'exception toutefois d'Escherichia fergusonii qui donne un resultat positif. Ainsi, 
l'oligonucleotide G3 fixe sur un support solide remplit la fonction de capture et de 

2 0 ddstabilisation. En outre, ces experiences montrent clairement que la denaturation 
prealable de TARN n'est pas necessaire. 

L'adaptation du meme systeme capture G3 - detection Gl sur 1' automate 
VIDAS (marque d6posee - commercialise' par la societe BioM6rieux SA - VITEK) a 
ete effectuee. La paroi du puits de microplaque est ici remplacee par le SPR ("Solid 

2 5 Phase Receptacle") qui est un support conique realise a partir d'un materiau vendu 
sous la denomination K resine (copolymere butadiene-styrene) et commercialise par 
la societe VITEK (USA). Les divers reactifs sont disposes dans une barrette a 
plusieurs cuvettes et les differentes etapes se deroulent dans le SPR qui est capable 
d'aspirer et de refouler les reactifs et qui fait done office de pipette. La rdaction 

30 d'hybridation sandwich d6crite dans le protocole ci-dessous se produit sur la paroi 
interne du cone. 

Sur la surface interne du SPR, est fix6 passivement l'oligonucleotide de 
capture d£stabilisant comportant a son extremit6 5' le ligand Aminolink 2 (Applied 
Biosystems-nff.400808) a une concentration de 1 ng/nl dans un volume de 315 u.1 
35 d'une solution de PBS 4x (phosphate de sodium 200 mM pH 7,0, NaCl 600 mM). 

Apres une nuit a temperature ambiante ou deux heures a 37°C, les cones sont laves 2 
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fois par une solution PBS Tween, puis seches sous vide. La barrette contient dans 
des cuvettes les reactifs necessaires a la detection, c'est a dire: 200 nl d'une solution 
a 0,1 ng/|il du conjugue" de detection oligonucleotide-phosphatase alcaline, 2 fois 
600 \il de solution de lavage PBS Tween et une cuvette de substrat. 
5 Dans le premier puits de la barrette, sont d6poses 10 nl de l'ARN extrait 

dans le meme tampon que pour le protocole microplaque ci-dessus. 

Apres incubation 30 minutes du cone par le melange cible plus sonde de 
detection, le cone est lave 2 fois par une solution de PBS Tween. 250 |il de substrat 
MUP (m6thyl-4 umbelliferyl phosphate) en solution dans un tampon di&hanolamine 
1 0 sont aspires dans le cone, puis relaches dans une cuvette de lecture. L'appareil 

mesure le signal fluorescent exprime - en URF (unites relatives de fluorescence) de la 
cuvette. 

On a obtenu avec ce systeme les memes resultats qu'avec les microplaques. 
Le reactif Aminolink 2 permet d'ajouter a l'extremite 5' de la sonde un bras 
15 comportant un groupement 6-aminohexyle. La sonde ainsi couplee a un ligand 

possddant un groupement polaire (amine primaire), et fixee de facon passive sur le 
support, procure un signal ameliore" ; voir la demande FR 91 09057. 

Exemple 2 : 

20 

On decrit ici un precede fonctionnant en particulier a 37'C et permettant 

d'hybrider en phase solide l'ARNr 16S au niveau d'un locus d'interet discriminant les 

genres Salmonella et Vibrio, ce locus etant present dans une structure secondaire 

differente de celle de l'exemple 1 . 
25 La cible comprend les deux structures secondaires de l'ARNr 16S, 

analogues a celles presentes aux positions 770 a 880 de la figure I. La sequence des 

sondes est donnee au Tableau 1. 

L'hybridation des ARNr de souches bacteriennes a 6te conduite selon le 

protocole decrit dans l'exemple 1. II utilise la sonde destabilisante dSAL9-2 pour la 
3 0 capture et l'oligonucleotide SAL9 comme sonde de detection (conjuguee a la 

peroxydase). La sonde de detection SAL9 du tableau 1 est complementaire d'une 

partie de la structure secondaire et doit, selon les connaissances actuelles, etre 

specifique de l'entitd taxonomique genre Salmonella. 

Les bacteries-cibles etaient notamment les suivantes : 
35 - 20 isolats ou souches de Salmonella arizoriae dont ATCC 13314, 13323 et 

12325 ; 
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- les autres Salmonella deja utilises a l'exemple 1 ; 

- divers autres Salmonella, et notamment : S. bakou, S. derby, S. enteritidis, 
S. gallinarum, S. paratyphii A, B et C, S. panama, S. pullorum, S. thomson ; 

- diverses enterobacteries (34) des genres Citrobacter, Enterobacter, 

5 Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Serratia ; dont ATCC 1 1 102, 13047, 29544, 
13886, 6380, 35422, 8195, deja cites et 25830 (Proteus morganii) ; 

- divers E. coli dont ATCC 27165 et 4157 

- divers Shigella dont ATCC 1 1060 

- divers autres Escherichia (blattae ATCC 29907T, fergusonii, hermanii, 
10 vulgaris); 

- divers Vibrio (anguillarum, harveyi), Aeromonas et Pleisiomonas. 

Les resultats obtenus indiquent que la combinaison de sondes utilisee est 
speafique des genres Salmonella et d'au moins une espece du genre Vibrio (II s'agit 
de Vibrio anguillarum). Elle ne pr^sente pas de reactions croisees avec les acides 
1 5 nucl&ques, en particulier l'ARNr, des autres especes bacteriennes, y compris les 

especes proches de ces deux genres. Ceci est controls par le fait qu'une hybridation 
avec la sonde de capture S8L de specificite eubacterienne, et la sonde de d6tection 
E220 de specificite" eubacterienne est positive avec les souches non-Salmonella et 
non-Vibrio. 

20 II convient de remarquer que la sonde SAL9 ne differe de la sequence 

correspondante chez Escherichia coli (Fig.l) que par un seul nucleotide. La sonde 
SAL9 est cependant suffisamment specifique et donne un resultat ndgatif pour E. 
coli. 

L'adaptation de la meme combinaison de sondes sur l'automate VIDAS 
25 (bioMerieux S.A., France) a permis l'obtention des memes resultats qu'en 
microplaques. 

Exemple 3 : 

On decrit ici un precede fonctionnant en particulier a 37'C et permettant 
3 0 d'hybrider en phase solide 1'ARN r 1 6S au niveau d'un locus d'inter£t discriminant 

l'espece Listeria monocytogenes, ce locus etant present dans une structure secondaire 
de l'ARNr 16S, analogue a celle pr^sente entre les positions 1235 et 1300 de la 
figure 1. 

L'hybridation des ARNr de souches bacteriennes a ete" conduite selon le 
35 protocole d6crit dans l'exemple 1, a l'exception de 1'extraction de l'ARN r cible qui 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 94/19490 



PCT/FR94/00201 



15 



est effectuee de la maniere suivante : 1,5 ml de culture bacterienne est centrifuge et 
le culot repris dans 75 \i\ de tampon Tris (Tris 50 mM, EDTA 10 mM, saccharose 25 
% pH 8) et 25 u.1 de solution de mutanolysine (Sigma) (1 mg/ml en tampon Tris) et 
de lysozyme (1 mg/ml en tampon Tris). Apres incubation 30 min a 37°C, 50 fxl de 
5 phenol sont ajoutes et le tube est agitd fortement pendant 30 secondes. On rajoute 50 
Hi de chloroforme et on agite a nouveau pendant 2 secondes. Apres centrifugation 
pendant 5 min, on recupere la phase aqueuse. 

Ce protocole urilise la sonde destabilisante RL1 pour la capture et 
l'oligonucleotide RL2 comme sonde de detection (conjuguee a la peroxydase). La 
1 0 sonde de detection RL2 du tableau 1 est comple" mentaire dune partie de cette 

structure et devrait, selon les connaissances actuelles, etre specifiques de Listeria 
monocytogenes. 

Les bacteries-cibles etaient les suivantes : 

- onze isolats de Listeria monocytogenes ; 
1 5 - trois Listeria grayi dont ATCC 19120, quatre Listeria innocua, trois 

Listeria murrayi dont CCM 5990 (CCUG 4984), trois Listeria ivanovii, quatre 
Listeria seeligeri dont CIP 100100 (CCUG 15530), trois Listeria spp, trois Listeria 
welschineri dont CIP 8149 (CCUG 15529). 

Les resultats obtenus montrent que cette combinaison de sondes est 
2 0 specifique pour Listeria monocytogenes. Elle ne pr£sente pas de reactions croisees 
avec les acides nucleiques, en particulier l'ARNr, de toute autre espece bacterienne ' 
testee, y compris les especes proches, tel Listeria innocua. 

L'adaptation de la meme combinaison de sondes sur l'automate VIDAS 
(bioMerieux S.A., France) a permis d'observer les memes rtsultats qu'en 
25 microplaques. 

Exemple 4 : 

On decrit ici un proc&ie fonctionnant en particulier a 37°C et permettant 
30 d'hybrider en phase solide l'ARNr 16S au niveau dun locus d'interet discriminant 
l'espece Chlamydia trachomatis, ce locus etant dans une structure secondaire 
analogue a celle situ^e entre les positions 585 et 655 de la figure 1. 

L'hybridation des ARNrde souches bact^riennes a et6 conduite selon le 
protocole decrit dans l'exemple 1. 
35 L'hybridation udlise la sonde destabilisante dCT4 pour la capture et 

l'oligonucleotide CT3 comme sonde de detection (conjugu^e a la peroxydase). La 
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sonde de detection CT3 du tableau 1 est comptementaire d'une parrie de cette 
structure et devrait, selon les connaissances actuelles, etre spe*cifique de Chlamydia 
trachomatis. 

Les bacteries-cibles etaient les suivantes : 
5 - quatre isolats de Chlamydia trachomatis repondant respectivement a la 

classification Serovar Ba, D, K et L2 ; Wang S.P. et al., 1975, J.Clin.Microbiol. 
1:250-255. 

- divers autres Chlamydia dont Chlamydia Pneumoniae et Chlamydia 

psittaci ; 

10 - diverses souches non-Chlamydiae des genres Acinetobacter, 

Achromobacter, Aeromonas, Bacillus, Branhamella, Candida, Chromobacter, 
Enterobacter, Enterococcus, Haemophilus, Klebsiella, Escherichia, Lactobacillus, 
Listeria, Micrococcus, Neisseria, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, 
Staphylococcus, Streptococcus. 
1 5 Les resultats obtenus montrent que cette combinaison de sondes est 

specifique de Chlamydia trachomatis. Elle ne pnSsente pas de reactions croisees avec 
les acides nucteiques, en particulier l'ARNr, de toute autre espece bact£rienne testee, 
y compris les especes proches, tel Chlamydia psittaci. 

L'adaptation de la meme combinaison de sondes sur l'automate VIDAS 
2 0 (bioMeneux S.A., France) a permis d'observer les memes resultats qu'en 
microplaque. 

Exemple 5 : 

On decrit ici un procede fonctionnant en particulier a 37'C et permettant 
d'hybrider en phase solide l'ARNr 16S au niveau d'un locus d'interet discriminant 
diverses especes du genre Mycobacterium, ce locus etant present dans une structure 
secondaire analogue a celle situee entre les positions 140-230 de la figure 1. 

L'hybridation des ARNr des souches bactenennes testees a 6te" conduite 
selon le protocole decrit dans l'exemple 1, a l'exception de l'extraction de l'ARNr 
cible effectuee selon le protocole de base pour l'extraction de l'ARN des bacteries a 
Gram positif decrit dans "Current Protocols in Molecular Biology" 1987, Ausubel 
FM et al., Wiley interscience, New York. 

Le test d'hybridation utilise la sonde destabilisante dTBl pour la capture et 
l'oligonucleotide bovis 310 comme sonde de detection (conjuguee a la peroxydase). 
La sonde de detection bovis 310 du tableau 1 est complementaire d'une partie de la 
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structure secondaire et devrait, d'apres les connaissances actuelles, etre specifique du 
groupe taxonomique tuberculosis regroupant M. tuberculosis, M. bovis, M. 
africanum, M. microti. 

Les bacteries-ribles 6taient les suivantes : 
5 -27 isolats ou souches de Mycobacterium tuberculosis dont ATCC 27294 et 

NCTC 7417 ; 

- 5 souches ou isolats de Mycobacterium bovis dont ATCC 19210 et M. 
bovis BCG (Copenhague 1077) ; 

- diverses souches de Mycobacterium avium et intracellulare dont ATCC 
10 35716,29555,35764,35847,35770; 

- divers Mycobacterium (chelonae, diernoferi, flavescens, fortuitum, gastri, 
gordonae, kansasii, lactis, marinum, non chromogenicum, phlei, scrofulaceum, 
simiae, smegmatis, szulgai, terrae, triviale, xenopi, vaccae) dont ATCC 14472, 
14470, 12478, 19981, 25275, 35799, 15755 et 23292 ; 

15 - Non-mycobacteries : Actinomadura madurae, Nocardia asteroides ATCC 

3308, Nocardia brasilensis ATCC 19296, Rhodococcus aichiensis et Rhodococcus 
sputi. 

Les resultats obtenus montrent que cette combinaison de sondes est 
specifique de Mycobacterium tuberculosis. Elle ne presente pas de reactions croisees 

20 avec les acides nucleiques, en particulier l'ARNr, des autres especes bacteriennes, y 
compris les autres especes du genre Mycobacterium, alors meme que l'ARNr de ces 
souches est bien disponible pour l'hybridation comme le confirme l'hybridation 
observee avec la sonde de capture S8M de specificite eubacterienne, et la sonde de 
detection E220 de specificite eubacterienne. 

25 L' adaptation de la meme combinaison de sondes sur l'automate VIDAS 

(bioMeneux S.A., France) permet d'obtenir les memes resultats qu'en microplaque. 

De la meme maniere, il est possible de definir des sondes spdciflques du 
groupe taxonomique complexe Mycobacterium avium-M. intracellulare encore 
appele" "MAI". Le test d'hybridation utilise la sonde destabilisante dTBl et le 

30 melange des sondes de detection MAI 1, MAI 2, MAI 3 (tableau 1). 
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REVENDICATIONS 

1. Dispositif pour la ^stabilisation d'une structure secondaire 
intracatenaire pr6sente dans un polynucleotide simple brin, caracterise par le fait qu'il 
5 contient un oligonucleotide fixe sur un support solide, ledit oligonucleotide 

contenant une sequence dite destabilisante capable de s'hybrider avec une sequence 
non auto-complementaire participant a ladite structure secondaire dudit 
polynucleotide, et par le fait qu'il est utilisable comme sonde de capture pour ledit 
polynucleotide. 

10 2. Dispositif selon la revendication 1, caractense par le fait que ledit 

support est un support macromoleculaire. 

3. Dispositif selon la revendication 1, caractense par le fait que ledit 
polynucleotide est un ARN. 

4. Dispositif selon l'une quelconque des revendications prececlentes, 
1 5 caracterise par le fait que ladite sequence destabilisante a une longueur suffisante 

pour provoquer la destabilisation de ladite structure secondaire a une temperature 
predetermine, inferieure a 50°C, choisie en particulier de 0 a 45*C. 

5. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise par le fait 
que ladite sequence destabilisante contient de 20 a 40 nucleotides. 

20 6. Dispositif selon l'une quelconque des revendications precedentes, 

caractense par le fait que ledit oligonucleotide est choisi parmi ceux ayant les 
sequences SEQ ID No 2, 6, 8, 10 et 12. 

7. Precede de destabilisation d'une structure secondaire intracatenaire 
d'un polynucleotide simple brin, et de capture dudit polynucleotide, caracterise par le 

25 fait que Ton met en contact un dispositif tel que ddfini dans l'une quelconque des 

revendications prececlentes avec une phase liquide contenant ledit polynucleotide, a 
une temperature inferieure a 50*C, ledit oligonucleotide jouant le role de sonde de 
capture. 

8. Precede selon la revendication 7, caracterise par le fait que ladite 
30 temperature est 3TC. 

9. Precede selon la revendication 7 ou 8, caracterise par le fait que 1'on 
opere sans denaturation prealable dudit polynucleotide. 

10. Precede selon l'une quelconque des revendications 7 a 9, 
caracterise par le fait que ladite phase liquide contient en outre un second 

3 5 oligonucleotide capable de s'hybrider avec une sequence dudit polynucleotide autre 
que la sequence reconnue par ladite sequence destabilisante. 
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11. Proc&ie selon la revendication prec&Iente, caracterise - par le fait 
que ledit second oligonucleotide est capable de s'hybrider avec une sequence 
participant a ladite structure secondaire dudit polynucleotide. 

12. Proc6de selon la revendication 10 ou 11, caracterise - par le fait que 
5 ledit second oligonucleotide est marque\ 

13. Proc&ie - selon l'une quelconque des revendications 10 a 12, 
caracterise - par le fait que ladite phase liquide contient en outre une polymerase et des 
nucleotides, et que Ton effectue une elongation dudit second oligonucleotide. 

14. Procede - selon l'une quelconque des revendications 7 a 12, 

1 0 caracterise par le fait que ladite phase liquide contient en outre une polymerase et des 
nucleotides, et que Ton effectue une elongation de la sonde de capture, ou une 
Elongation de la sonde de capture et du second oligonucleotide. 

15. Procede selon la revendication 13 ou 14, caractense" par le fait que 
la phase liquide contient en outre des nucleotides modifies. 

15 16. Procede selon la revendication pre'ce'dente, caractense' par le fait 

que lesdits nucleotides modifies sont des nucleotides terminateurs de chaine ou des 
nucleotides marques. 

17. Procede selon l'une quelconque des revendications 7 a 16, 
caractense' par le fait que ladite sonde de capture est choisie parmi celles ayant les 

2 0 sequences SEQ ID No 2, 6, 8, 10 et 12. 

18. Proc6d6 selon la revendication precedente, caracterise par le fait 
que Ton utilise comme sonde de capture et comme second oligonucleotide, 
respectivement, les oligonucleotides choisis parmi ceux ayant les sequences SEQ ID 
No.: 

25 -2etl 

- 6et5 
-8et7 

- I0et9 

- 12 et 13 

30 - 12 et, en melange, 14, 15 et 16. 
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FIGURE 2 
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